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 Resumo:  
 
Objetivo: Fragmentos ósseos no interior da cavidade uterina são pouco frequentes. A 
etiologia é desconhecida, mas restos ovulares e metaplasia óssea do endométrio são 
possibilidades etiológicas. A literatura sugere que aproximadamente 80% são fragmentos 
ósseos resultantes de abortamento. Este fato é baseado exclusivamente em dados 
epidemiológicos. Nosso objetivo é analisar esses fragmentos por meio de DNA, elucidando, 
se a origem é metaplásica, fetal ou de ambos.  
Métodos: Conduzimos estudo do tipo série de casos englobando 14 pacientes. Inicialmente, 
foram selecionadas pacientes com diagnóstico histopatológico de osso dentro da cavidade 
uterina. O DNA foi extraído do sangue e do fragmento ósseo de cada uma das pacientes. 
Em seis delas, não foi possível a extração de material do ossículo para o mapeamento do 
DNA e, dessa forma, foram excluídas da pesquisa Os tecidos foram genotipados por meio 
de reação em cadeia de polimerase (PCR) para locus de DNA. Seis locus mini short tandem 
repeat, frequentemente utilizados para identificação humana, foram analisados por meio de 
sequenciamento automático.  
Resultados: Entre oito pacientes, a análise sanguínea e do fragmento ósseo produziu 
exatamente o mesmo par de alelos para todos os seis locus. Este achado indicou que o perfil 
genético é exatamente o mesmo.  
Conclusão: Nas pacientes pesquisadas, os fragmentos ósseos originaram-se de metaplasia 
do endométrio, haja vista que o DNA do fragmento e do sangue eram idênticos. Embora 
todas tivessem história de abortamento prévio, não foi detectada nenhuma diferença no 
DNA do fragmento uterino como seria o esperado se eles tivessem origem ovular. Este 
resultado difere da literatura. 
 
 Abstract:  
 
Objectives: Bone fragments inside the uterine cavity are uncommon findings in infertile 
women. The etiology is unknown, but fetal remnants and osseous metaplasia are 
candidates. The literature suggests that approximately 80% of such cases comprise retained 
fetal bones based exclusively in abortion history. Our aim was to analyze solitary bone 
fragments from the uterine cavity, through DNA genotyping, thus elucidating whether they 
originate from metaplasia or from previous abortion, or both. 
Methods: We conducted a case series study on 14 patients. The patients selected had 
histopathological diagnoses of bone fragments inside the uterine cavity, or previously 
removed samples available for analysis. DNA was extracted from blood and bone 
fragments. To identify the bone tissue origin, these materials were genotyped using 
polymerase chain reactions for DNA loci. Six mini short tandem repeat loci frequently used 
for human tissue identification were analyzed using automated sequencing. Results: Among 
these eight patients, blood and tissue samples from the same individual produced exactly 
the same pair of alleles for all six loci. This indicated that the DNA profile was completely 
the same.  
Conclusion: In all of the eight cases, bone formation was due to osseous metaplasia, since 
the DNA in the bone fragment and in the patient’s blood was identical. Although all of the 
women had histories of previous abortion, no difference in DNA was detected in the bone 
tissue, in any of the cases, as would be expected if abortion had occurred. This result was 
completely unexpected, differing from what the literature suggests. 
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                                                                              1.    INTRODUÇÃO 
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             A metaplasia óssea do endométrio é caracterizada pela presença de tecido 
semelhante ao osso dentro da cavidade uterina. É mais frequente em pacientes com 
infecções genitais recorrentes, alterações menstruais, dor pélvica crônica e com 
antecedentes de abortamento ou infertilidade (Tulandi et al., 2008). A idade mais 
prevalente da afecção oscila entre 20 e 40 anos (Shimizu et al., 1997), mas já foi descrita na 
pós menopausa (Grigoras et al., 2003).  
             Embora a prevalência real desta afecção não seja conhecida, estima-se que alcance 
0.15% dos casos referenciados para clínicas de histeroscopia, dado este embasado em 
estudo de prevalência conduzido por Makris et al (Makris et al., 2006).  
 A primeira descrição de osso no endométrio foi feita pelo eminente patologista 
alemão Rudolf Virchow, em 1884, que julgou tratar-se da transformação de fibroblastos em 
osteoblastos. Mais tarde, em 1901, também na Alemanha, Meyer observou fragmentos 
semelhantes ao osso dentro do útero. Já Thaler, em 1923 associou esses achados no 
endométrio com abortamento pregresso. Finalmente, De Brux et al, em 1956, fizeram a 
primeira descrição completa de osteogênese dentro do trato genital feminino.  
A partir desses relatos pioneiros, vários autores desvelaram a presença de tecido 
ósseo na cavidade endometrial (Waxman et al., 1978; Bhatia e Hoshiko, 1982; Graham et 
al., 2000; Bedaiwy et al, 2001; Basu et al, 2003). Frydman et al, além disso, descreveram 
duas formas distintas de metaplasia óssea: a primeira, composta de lâminas ósseas e 
ossículos semelhantes a úmeros, ilíacos e outros ossos que, às vezes, eram expelidos pelo 
útero durante o catamênio ou encontrados em espécimes de histerectomia; a segunda, mais 
comum, seria assintomática e de difícil diagnóstico a não ser pela ultrassonografia (USG) 
ou histerossalpingografia, ocasiões que pode arremedar dispositivo intrauterino (DIU) ou 
falha de enchimento, respectivamente (Frydman et al., 1985; Frydman, 1991).  
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           Apesar de fragmentos ósseos na cavidade uterina serem chamados genericamente de 
metaplasia óssea, conceitualmente e etimologicamente, somente poderiam assim ser 
classificados aqueles derivados do endométrio, uma vez que metaplasia é a transformação 
de tecido adulto em outro igualmente adulto (Slack, 1986). Exemplo clássico desse 
fenômeno ocorre no colo do útero da mulher onde, na junção escamocolunar, o tecido 
glandular endocervical é substituído, durante o processo de reparação fisiológica, por tecido 
escamoso em resposta ao pH vaginal ou a infecções como a provocada pelo HPV, entre 
outras. 
Embora a metaplasia óssea do endométrio tenha etiologia e patogênese 
controversas, observa-se que mais de 80% ocorrem após gestações prévias, principalmente, 
nas que resultaram em abortamentos (De Brux et al., 1956; Melius et al., 1991). Não 
obstante, muito se discute sobre a etiologia dessa afecção. Enquanto alguns pesquisadores 
insistem em afirmar que a presença de restos ovulares é fundamental, outros defendem a 
existência de metaplasia verdadeira. A maioria, porém, admite uma conjunção das duas 
teorias, originando-se tanto de abortamentos como de metaplasia verdadeira considerando, 
entretanto, a necessidade de estímulos ao endométrio ligados às modificações gravídicas do 
organismo materno.  
Contrariando esta hipótese, existem dois relatos de ossos maduros e necróticos 
dentro do útero, ambos contendo medula óssea (Ganem et al., 1962; Basu et al., 2003).            
Esses autores acreditam que os fragmentos permaneceram na cavidade tempo suficiente 
para que stem cells hematopoiéticas os colonizassem, iniciando a partir daí, formação da 
medula. Por outro lado, há alusões de que o osso fetal resultante de abortamento é 
identificado como corpo estranho pelo organismo materno não havendo, desta forma, 
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sentido a formação de medula (Bhatia et al., 1982). Ademais, o concepto só é capaz de 
produzir medula óssea a partir do terceiro trimestre de gestação (Bhatia et al., 1982).  
   Estes fatos ilustram claramente a discordância no tocante à etiologia da metaplasia 
óssea do endométrio. Entretanto, vale ressaltar que entre as teorias mais aceitas, a 
calcificação e a ossificação distrófica do tecido ovular residual pós-abortamento e a 
heteroplasia das células estromais uterinas multipotentes latentes são as mais consistentes.  
Ainda, a metaplasia pode ser diferenciada pela histologia dos fragmentos ósseos oriundos 
de restos conceptuais pela ausência de reação tecidual ao seu redor, além da falta de 
ossificação endocondral, já que esse tipo de osteogênese ocorre somente após o primeiro 
trimestre de gravidez (Bhatia, 1982). 
Em síntese, o mecanismo etiopatogênico mais aceito para explicar a gênese da 
metaplasia óssea do endométrio envolve células mesenquimais indiferenciadas, como os 
fibroblastos, que induzem precursores da mucosa do útero a se transformarem em tecido 
semelhante ao osso. Diga-se, de passagem, que citocinas, fatores de crescimento e outros 
componentes da matriz extracelular, já identificados ou não, parecem estar envolvidos no 
processo (Lainas et al., 2004).  
Ademais, infecções, doenças metabólicas, traumas físicos e químicos, além de 
algumas endocrinopatias, podem estar envolvidos na gênese da metaplasia óssea do 
endométrio. Segundo Rooth et al (1996), a inflamação que ocorre na endometrite crônica 
estimularia células estromais da mucosa uterina a se transformarem em tecido cartilaginoso 
ou ósseo. A metaplasia poderia, neste caso, ser vista como substituição de um tecido por 
outro melhor adaptado ao meio no qual está inserido. Neste contexto, Lainas et al., em 
2004, descreveram a doença em paciente nuligesta e infértil cuja lesão situava-se no 1/3 
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superior da endocérvice. Os fragmentos foram removidos por meio da histeroscopia após 
antibioticoterapia prévia para tratar a endocervicite.  
  Traumas locais, físicos ou químicos, também são apontados fatores predisponentes 
por Bedaiwy et al. ( 2001) ao divulgarem caso de paciente com antecedente de dois 
abortamentos, ambos no primeiro trimestre que, algumas semanas após se submeter à 
excisão eletrocirúrgica de lesão de alto grau de colo de útero (NIC III), teve vários 
ossículos retirados da cavidade uterina. A ultrassonografia transvaginal realizada antes do 
procedimento não evidenciava qualquer alteração na cavidade, sugerindo que o trauma 
cirúrgico possa ter desencadeado a metaplasia. Os autores sugerem que o mecanismo 
fisiopatológico para explicar a metaplasia seria a calcificação distrófica extemporânea do 
tecido fibroso decorrente da cicatrização. Corroborando com essa teoria, Cicinelli et 
al.(2005) reportaram caso que sinalizava a associação entre metaplasia óssea do endométrio 
e infecção genital pelo Streptococcus agalactiae. Essa bactéria é resistente à fagocitose 
pelos macrófagos e o cálcio liberado durante sua apoptose, segundo os autores, poderia 
levar à produção de osso.                                                 
           Como se viu, várias teorias são evocadas para explicar a gênese da metaplasia óssea 
do endométrio o que mostra que ela ainda é pouco compreendida. Assim, propusemo-nos, 
neste trabalho, analisar e diferenciar por meio do DNA a metaplasia óssea verdadeira de 
fragmentos ósseos originários de restos ovulares, procurando, com isso, contribuir para uma 
melhor compreensão da etiologia desta afecção.  
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                                                                                      2. PROPOSIÇÃO 
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                 Propõe-se, nessa pesquisa, fazer a tipagem genética do DNA de fragmentos 
ósseos retirados da cavidade uterina de mulheres, com o intuito de verificar se a etiologia é 
determinada por metaplasia do endométrio ou pela transformação de restos ovulares. 
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                                             3.  MATERIAL E MÉTODOS 
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                  Foi realizado um estudo transversal de pacientes com o diagnóstico de 
fragmentos ósseos na cavidade uterina no período de julho de 2006 a janeiro de 2009. 
Foram incluídas na pesquisa somente aquelas nas quais se obteve tanto material sanguíneo 
como ósseo que permitisse análise genética. Inicialmente, foram alocadas 16 pacientes. 
Duas foram imediatamente excluídas por impossibilidade de análise genética do material 
uterino.  Das 14 restantes, somente conseguiu-se extrair o DNA dos fragmentos ósseos de 
oito, apesar de tentativas exaustivas nas seis restantes. Em suma, nosso grupo de estudo 
compôs-se de duas pacientes que tinham material histopatológico arquivado em dois 
Laboratórios Públicos de Patologia que aceitaram participar da pesquisa e de seis pacientes 
diagnosticadas por histeroscopia no período de 2006 a 2008.  
             O estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
do Hospital Universitário Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 
Todas as pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.        
             As amostras de DNA sanguíneo de todas as pacientes foram obtidas por meio de 
extração salina. Os fragmentos ósseos retirados do útero por meio da histeroscopia foram 
divididos em duas partes. A primeira foi utilizada para a confirmação histológica após 
serem fixadas em formol a 10% e coradas pela hematoxilina-eosina. A outra parte foi 
analisada por meio de técnicas de DNA com a finalidade de compará-las geneticamente 
com o DNA extraído do sangue da mesma paciente. 
           Deve-se ressaltar que as estruturas diagnosticadas como metaplasia óssea pela 
histeroscopia foram inicialmente submetidas, também, à descalcificação com solução 
alcoólica a 95% e ácido clorídrico a 5%. Os fragmentos que continham somente sais de 
cálcio foram descartados. Nas outras, fez-se coloração específica com tricômico de 
Mallory. Notou-se, após essa técnica, estruturas com lacunas ósseas e condutos calcóforos; 
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em algumas as estruturas eram ebúrneas e com margens exteriores de substância pré-ossea. 
Um deles apresentou substância medular.  
            Todos os fragmentos foram submetidos a cortes seriados e fotografados (Figuras 1 e 
2). As amostras de seis pacientes foram levadas diretamente para análise genética e não 
passaram por nenhum processamento prévio, ao passo que o material de duas pacientes que 
estavam emblocados em parafina e foram separados por meio de solventes específicos. 
    Os fragmentos ósseos das seis pacientes alocadas prospectivamente foram, 
imediatamente após sua extração, limpos de forma mecânica com uso de gazes e solução 
salina para eliminar todo material não-ósseo presente na superfície. Os fragmentos com 
tamanho médio de 2 x 2 cm foram preservados em temperatura de 4ºC e, posteriormente, 
transportados para o laboratório de genética para extração do DNA.  
              Inicialmente, os ossículos foram fragmentados e incubados à temperatura de 55ºC 
em uma solução-tampão na presença de 200 g/ml de proteinase K. Após 2 horas, igual 
volume de fenol:clorofórmio foi adicionado, e a mistura centrifugada em 500xg. O DNA 
derivado da fase aquosa foi isolado com resina magnética (DNAiQ- PromegaCorporation) e 
quantificado pelo QUBIT Fluorometer (Invitrogen Corp.). Seis locus mini Short Tandem 
repeats (miniSTR) foram amplificados: D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, 
D14S1434 e D22S1045. Estes sistemas produzem diminutos produtos de reação em cadeia 
de polimerase (PCR) comumente utilizados em amostras degradadas de DNA como, por 
exemplo, em estudos de patologia forense. As sequências dos primers e as condições da 
reação em cadeia de polimerase são descritas em texto referenciado (Coble e Butler, 2005). 
Misturas (10 µl) para reações em cadeia de polimerase foram preparadas na solução-
tampão Ampli Taq Gold (Applied Biosystems), contendo 1.5 mmol/L MgCl2, 200 µmol/L 
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de cada desoxinucleotídeo trifosfato, 1 µmol/L de primers e 1ng do DNA  e 1 unidade do 
AmpliTaq Gold DNA polimerase. Condições para o PCR foram conduzidas no GeneAmp 
9700 (Applied Biosystems) como resumido a seguir: 95◦C por 10 min,  28 ciclos a 94◦C 
por 1 minuto, 55◦C por 1 minuto, 72◦C por 1 minuto, e final extensão a 60◦C for 45 
minutes.  Produtos de PCR foram analisados por eletroforese capilar fazendo-se uso do 
sistema Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer, com o GeneMapper ID V.3.2 para 
nominação de alelos (Applied Biosystems).  
          O intervalo de confiança (IC) foi calculado a 95% para a proporção estimada usando 
a probabilidade binomial exata por meio do programa estatístico R – “R Development Core 
Team (2008). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for 
Statistical Computing,Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-
project.org”).  
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Figura 1: Microfotografia de metaplasia óssea do endométrio (400x, HE). Observar a presença de várias 
espículas que são características histológicas desses fragmentos ósseos. (Paciente nº 2) 
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Figura 2:  Metaplasia óssea do endométrio. Tecido ósseo (HE – ampliação de 400x). O tecido metaplásico é 
constituído de tecido conjuntivo mineralizado, composto de elementos celulares e matriz orgânica 
mineralizada. (Paciente nº 4) 
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Figura 3: Imagem ultrassonográfica da metaplasia óssea do endométrio. Observar área hiperecogênica na 
cavidade uterina. Embora o aspecto seja sugestivo de calcificação de restos ovulares ou DIU, confirmou-se a 
origem endometrial por meio da pesquisa do DNA.  (Paciente nº8)  
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   Figura 4: Aspecto histeroscópico da metaplasia óssea. Os fragmentos são irregulares e muito espiculados.  
(Paciente nº8) 
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Figura 5: Macroscopia de fragmento ósseo retirado por meio de histeroscopia ambulatorial. Notar a coloração 
esbranquiçada e a forma irregular da estrutura que tem disposição laminar. (Paciente nº8) 
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                                          4. RESULTADOS 
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             Foram estudadas oito pacientes com fragmentos ósseos intra-uterinos mapeados 
pelo DNA, usando-se para tanto, painel de seis marcadores de MiniSTR. A concentração do 
DNA em cada amostra óssea variou entre 9.7 a 156 pg/µL. O rendimento (massa de DNA 
dividido por massa do tecido) variou entre 150 pg e 4.6 µg (Tabela 2). Em todas amostras 
de sangue e de fragmento ósseo de cada uma das pacientes houve o mesmo par de alelos 
para os seis locus avaliados (Tabela 1).  A comparação entre o DNA do fragmento ósseo 
com o do sangue comprovou ser a origem endometrial (95% IC: 63% - 100%). 
             As figuras 6a e 6b expressam a análise do DNA das amostras sanguíneas e ósseas 
da paciente RSB, assim como da amostra da cavidade bucal de seu parceiro (Figura 6bC). 
O mesmo padrão de qualidade demonstrado no eletroferograma de cada paciente foi 
evidenciado em todas elas de acordo com a técnica descrita. Não foi observado nenhum 
padrão de mistura de material genético de indivíduos diferentes. A sensibilidade da técnica 
do sistema MiniSTR é de 10 pg/µL para 100% de amplificação.   
            Pode-se confirmar que o material ósseo uterino não teve qualquer contribuição dos 
alelos paternos, logo a hipótese de que os achados ósseos eram de origem fetal foi rejeitada. 
(Caso #4: Osso D1S1677*14/15 e Parceiro D1S1677*12/13, Osso D2S441*10/15 e 
Parceiro D2S441*11/14, Osso D22S1045*15/15 e Parceiro D22S1045*16/16; Caso #14: 
Osso D2S441*10/15 e Parceiro D2S441*14/14, Osso D4S2364*8/8 e Parceiro 
D2S2364*9/9, Osso D22S1045*15/15 e Parceiro D22S1045*11/11). 
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Tabela 1: Perfil genotípico de 8 pacientes usando um painel de seis sistemas miniSTR. 
Paciente* 1 2 3 4 5 6 7 8 
 FFG ACE MAP MHS APP MAC RSB AL 
D1S1677 14/15 12/14 13/14 13/14 14/15 12/15 14/15 13/13 
D2S441 11/11 11/13 10/13.3 10/12 10/10 12/14 10/15 10/14 
D4S2364 9/9 9/9 8/9 8/9 10/10 8/9. 8/8 8/9 
D10S1248 13/14 14/16 12/13 13/14 14/14 13/14 13/14 15/15 
D14S1434 13/13 12/16 11/13 13/14 14/14 10/14 10/14 10/14 
D22S1045 15/17 10/16 10/11 16/17 11/16 11/15 15/15 13/13 
*As pacientes são numeradas de 1 a 8 seguidas pelas iniciais do nome.  
† Alelos são mostrados para os 6 lócus cromossomais (D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045) 
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     B 
 
C 
 
Figura 6a: Eletroferograma de seis padrões miniSTR (D1S1677, D2S441, D4S2364, 
D10S1248, D14S1434, and D22S1045), obtidos com GeneMapper ID V.4 software (Applied 
Biosystems). A- Controle DNA linhagem cellular 9947A; B- Amostra de DNA sanguíneo RSB; 
C- Amostra de DNA ósseo de RSB. 
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Figura 6b: Eletroferograma de seis padrões 
miniSTR (D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, 
D14S1434, and D22S1045), obtidos com 
GeneMapper ID V.4 software (Applied Biosystems). 
A- Amostra de DNA sanguíneo de RSB; B- Amostra 
de DNA ósseo de RSB. C- Parceiro de RSB 
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A média de idade no diagnóstico da metaplasia óssea foi de 40,4 anos. A variação 
de tempo entre o abortamento e o diagnóstico foi entre 4 meses a 40 anos. Na tabela 2 
alinham-se os dados das pacientes no tocante aos antecedentes obstétricos e à análise dos 
fragmentos ósseos. 
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Tabela 2. Descritiva de Antecedentes obstétricos e tempo decorrido da extração de DNA  
          
Paciente 
Idade 
(anos) 
Gravidezes 
(n) 
Paridade 
(n) 
Tempo desde 
último 
abortamento 
(anos) 
Tempo entre 
extração do 
DNA e 
análise 
(meses)  
Tipo de 
abortamento 
Técnica 
para o 
abortamento 
Local da 
histeroscopia  
Rendimento Sucesso 
em 
extrair 
DNA ósseo 
1 39 1 0 10 0 Induzido Curetagem CC* 300 pg Sim 
2 30 1 0 3 0 Tubário Laparotomia CC 4.1 µg Sim 
3 54 8 5 16 0 Induzido Curetagem Ambulatorial 3.5 µg Sim 
4 46 1 0 24 24 Induzido Curetagem Ambulatorial 4.6 µg Sim 
5 28 1 0 1 0 Espontâneo Curetagem Ambulatorial 154 ng Sim 
6 42 6 5 10 0 Induzido Curetagem Ambulatorial 150 pg Sim 
7 28 2 1 10 48 Espontâneo Espontâneo CC 150 pg Sim 
8 37 3 2 12 0 Espontâneo Curetagem CC 678 ng Sim 
9 29 3 0 2 24 Espontâneo Espontâneo CC 150 pg Não 
10 47 6 3 19 84 Espontâneo Curetagem Ambulatorial 1.74 ng Não 
11 53 5 1 40 84 Espontâneo Curetagem CC 15.3 ng Não 
12 60 3 2 26 60 Induzido Curetagem CC 3 ng Não 
13 20 1 0 2 12 Induzido Curetagem CC 26.1 ng Não 
14 67 4 1 40 84 Espontâneo Espontâneo CC 150 pg Não 
Mediana 
(variação) 
40.5 
(20-67) 
3 (1-8) 1 (0-5) 11 (1-40) 18 (1-84) 
     * CC – Centro Cirúrgico 
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Tabela 3: Perfil das pacientes com diagnóstico clínico de metaplasia óssea 
Nome Idade Sangramento 
Uterino 
Anormal 
Dor Infertilidade Amostra 
de osso 
Idade 
diagn 
Melhora 
após 
retirada 
Paridade Abortamento Tempo 
entre 
abortamento 
e 
diagnóstico 
Doenças 
concomitantes 
RSB 54 Não Não Não Não 54 AS 4N 1C  3(p) 15 a H.A. 
DLN 52 Sim Não Não Não 47 SIM 3N 3(e) 5 a _ 
APG 37 Não Não Sim Não 37 Não 
tentou 
gestar 
0 Tubária 5 a _ 
MCC 29 Sim Não Não Não 29 SIM 1N 2(e) 6 m _ 
ACE 39 Não Sim Sim Não 39 SIM 
Não 
tentou 
gestar 
0 1(p) 10 a _ 
MAS 46 Sim Sim Sim Não 46 SIM 0 1(p) 26 a _ 
EMC 59 Não Não Não Não 40 AS 1N 4(e) 12 a _ 
ABW 74 Não Não Não Não 70 AS 3C 1(e) 40 _ 
LMA 63 Não Não Não Não 60 AS 2N 1(p) 26 a _ 
MAC 42 Sim Não Sim Não 42 SIM 5N 1(p) 10 a _ 
DCC 21 Sim Sim Não Não 21 SIM 0 1(p) 2 a _ 
FLM 28 Sim Não Sim Sim 28 SIM 1N 1(e) 11 a _ 
ACC 38 Sim Não Não Não 38 SIM 2C 1(e) 12 a _ 
CS 26 Sim Sim Não Sim 26 SIM 1N 1C 1(e) 6 m _ 
MHB 28 Não Não Sim Não 28 SIM 0 1(e) 2 a _ 
MA 41 Não Não Não Não 41 AS 0 1(e) 4 m Hipotireoidismo 
 Siglas: N: parto normal; C: cesariana; H.A: hipertensão arterial; e: abortamento espontâneo; p: aborto provocado. a: anos; m: meses. AS: assintomática 
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                                              5. DISCUSSÃO 
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Nossa pesquisa demonstrou que o perfil genético do fragmento ósseo comparado 
com o sanguíneo das pacientes avaliadas é o mesmo. Esse dado confirma que os 
fragmentos ósseos intrauterinos originaram-se de metaplasia óssea verdadeira ao invés de 
serem restos ovulares como é comumente sugerido pela literatura. Mais interessante é o 
fato de todas as pacientes terem antecedentes de abortamento. Portanto, a hipótese de que 
os fragmentos ósseos originavam-se de infortúnio obstétrico, pelo menos nessa pesquisa, 
não se sustentou.  
             Este estudo, do tipo série de casos, foi realizado com pacientes que tiveram 
diagnóstico histopatológico de fragmentos ósseos na cavidade uterina. Aquelas nas quais 
somente foram encontrados sais de cálcio foram excluídas. Apesar de inicialmente a 
pesquisa englobar 14 pacientes, somente tivemos sucesso na coleta do DNA do fragmento 
ósseo e sanguíneo de oito delas.  
              No início do trabalho, conseguimos contactar nove pacientes de 12 registros da 
afecção até o início da coleta prospectiva em 2006. Todas aceitaram participar cedendo o 
material disponível em lâmina e parafina em Laboratório de Anatomia Patológica além de 
permitirem a coleta do seu sangue para o estudo do DNA.  
             Em seis pacientes, a retirada do fragmento intrauterino deu-se pela histeroscopia 
com retirada completa do fragmento. Somente nessas pacientes houve imediata análise do 
DNA ósseo, o que possibilitou maior quantidade de DNA para estudo, além de dificultar 
sua degradação que pode ocorrer quando armazenado em temperaturas inadequadas ou 
quando exposto a substâncias, como o formol. Essas situações podem ter dificultado a 
análise de cinco casos emblocados em parafina nos quais não foi possível chegarmos a uma 
conclusão sobre a etiologia do fragmento. 
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              Avaliando-se clinicamente todas as pacientes inicialmente alocadas para essa 
pesquisa, conseguimos resultados que, em parte, são concordantes com a literatura, onde 
observa-se alta incidência de queixas relacionadas a maior sangramento. Por outro lado, 
não observamos nenhum caso de doença estimuladora da produção de osso como o 
hiperparatireoidismo, o que de certa forma, diverge da literatura pertinente. Como limitante 
para a validade deste último resultado, temos que ressaltar que não foi feito qualquer exame 
laboratorial para excluir ou confirmar essa ou outra doença que pudesse alterar o 
metabolismo do cálcio. Somente aplicamos um questionário para as participantes do estudo 
interrogando a existência dessas doenças.   
              A impossibilidade de extração do DNA em cinco casos deveu-se, provavelmente, a 
diferenças nas técnicas de processamento e armazenamento do material nos laboratórios 
como, por exemplo, aquecimento excessivo da amostra, já que todas as amostras ósseas 
possuíam quantidades suficientes de tecido para uma análise adequada.  
    Atualmente, os patologistas não têm como dizer se o fragmento ósseo é originário 
de metaplasia verdadeira ou de fragmentos calcificados de abortamento pregresso. Talvez, 
uma maneira elegante de não se comprometerem seria substituir o termo metaplasia por 
fragmentos ósseos ou esquírolas ósseas. Diante de toda essa polêmica, nosso estudo propõe, 
por meio de análise genética, verificar a origem do tecido ósseo, ou seja, se advém do 
endométrio, caracterizando metaplasia óssea verdadeira, ou de restos ovulares.  
              Para a caracterização do DNA como próprio ou xenotópico foram 
utilizados marcadores genéticos: os microssatélites. Marcadores fluorescentes de STR são 
bem conhecidos e vêm sendo largamente utilizados para identificação humana em patologia 
forense nos últimos 15 anos. Estes marcadores são localizados em diferentes locus 
cromossomais, como descritos por suas denominações, e são caracterizados por grande 
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polimorfismo, isto é, cada locus pode ter mais de dois alelos (oito alelos no caso do 
D1S1677) em humanos. Isto significa que seu uso representa uma grande vantagem quando 
confrontado com o sistema bialélico, assim como os polimorfismos de nucleotídeo único 
(SNP). Desta forma, cada ser humano tem diferentes DNAs, padrões genéticos ou 
impressão de DNA baseados nestes marcadores. O uso de seis marcadores mini-STR dão 
um poder de discriminação de 0.999995, equivocando-se no máximo em um caso em 
100.000 indivíduos. Esta é a razão para a robustez de nossos achados e que nos permite 
garantir serem reais casos de metaplasia óssea. 
              Os marcadores genéticos foram desenvolvidos e utilizados para traçar e localizar 
regiões no DNA associados a determinadas características fenotípicas, associadas ou não a 
doenças. Alguns marcadores genéticos eram proteínas ou padrões de isoenzimas 
observados para cada grupo de indivíduos. Com o desenvolvimento das técnicas 
moleculares, foram empregados marcadores moleculares polimórficos que melhor 
caracterizavam uma determinada região no cromossomo. Entre os marcadores polimórficos  
se destacam os microssatélites e os polimorfismos de um único nucleotídeo. As regiões de 
repetições de trinucleotídeos fazem parte de um grupo de segmento de DNA que 
freqüentemente estão se modificando no genoma humano e são denominadas de 
microssatélites. As regiões de microssatélites, ou "Short Tandem Repeats - STR" são 
seqüências que podem alterar o seu tamanho em uma única geração e estão espalhadas por 
todo o genoma humano. 
            Existem centenas de sistemas STRs mapeados ao longo do genoma humano. Os 
STRs podem ser amplificados utilizando-se uma variedade de primers de PCR e de maneira 
relativamente fácil. Desta forma, marcadores microssatélites têm se mostrado muito úteis, 
devido à sua alta heterozigosidade, abundância no genoma e facilidade de tipagem através 
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de PCR, na determinação de locus suscetíveis a doenças coronarianas, hipertensão, 
diabetes, entre outras. 
             Sugere-se que o mecanismo molecular que dê origem aos microssatélites e sua alta 
diversidade seja um deslize da enzima DNA polimerase durante o processo de replicação 
da célula. Tal modelo é atualmente o mais aceito, já que ainda não foi elaborado nenhum 
outro que seja capaz de explicar melhor a origem dos STRs. Além deste, um outro 
mecanismo também é sugerido, no qual supõe-se que haja um crossing over desigual 
durante a meiose, que seria responsável pelo polimorfismo observado nestas regiões. As 
seqüências de DNA repetidas em tandem são dispersas no genoma e mostram uma razoável 
variedade entre indivíduos na população e se tornaram importantes em muitos campos 
incluindo mapeamento genético, análise de linkage e para testes de identificação humana. 
                Estas regiões são classificadas em diversos grupos dependendo do tamanho da 
região repetitiva. Os minissatélites (variable number of tandem repeats, VNTRs) possuem 
uma unidade de repetição de 9-80 pb, enquanto os microssatélites (short tandem repeats, 
STRs) contém de  2 a 8 repetições de pb. Observando-se um mesmo padrão de marcadores 
genéticos na peça encaminhada do histopatológico e do sangue da paciente, podemos dizer 
que a origem é a mesma, caso isto não aconteça, provavelmente o fragmento se deverá a 
um resto de gravidez. 
Umas das maiores questões desse estudo é a possibilidade de contaminação por 
DNA materno, no caso de serem os fragmentos ósseos restos de abortamento. Dois pontos 
fazem com que acreditemos que nossos resultados estão corretos. Há uma grande diferença 
entre o tecido ósseo e o endometrial, o que nos deu segurança no momento da separação 
dos tecidos, previamente ao estudo genético e a certeza da avaliação exclusiva do tecido 
ósseo, sem comprometer a análise com a avaliação de fragmentos endometriais 
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concomitantes. Esta separação feita inicialmente de forma visual, depois foi confirmada 
com microscopia. Além disto, caso considerássemos a hipótese de contaminação, 
observaríamos padrões de mistura nos perfis genéticos na análise e isso não ocorreu. A 
sensibilidade da amplificação do PCR com o sistema miniSTR é de 10 pg/mL. Conclui-se, 
portanto, que o resultado não apresenta padrão de mistura, definido por um sistema com 
alta sensibilidade de detecção de PCR e que pode ser seguramente interpretado como uma 
única origem de DNA. 
    Em todas as oito pacientes por nós analisadas, os fragmentos ósseos têm origem 
metaplásica já que o perfil genético do sangue é exatamente o mesmo do fragmento. 
Embora todas tivessem história de abortamento (até o terceiro mês), nenhuma diferença foi 
detectada no DNA, o que seria esperado caso o tecido ósseo fosse proveniente de restos 
ovulares. Este resultado é inesperado, já que é totalmente diferente da proporção estimada 
pela literatura prévia baseada tão somente na epidemiologia dos casos sem análise genética. 
Estes achados reforçam a teoria de alguns autores de que até o terceiro mês não é esperada 
formação óssea fetal. É possível que células totipotentes fetais tenham estimulado a 
transformação do endométrio em tecido semelhante ao osso (metaplasia).   
                Entre as teorias mais aceitas para explicar a etiologia da metaplasia óssea 
endometrial estão as da calcificação distrófica (incrustração de sais em tecidos previamente 
lesados, com processos regressivos ou necrose), a da calcificação de restos ovulares e das 
células totipotentes presentes no endométrio e com a capacidade de se transformarem em 
tecido ósseo ou cartilaginoso (Wolff, 2008).   
               Uma outra teoria envolve a endometrite crônica que poderia estimular a 
metaplasia derivada de células estromais para tecido ósseo e/ou cartilaginoso em resposta 
ao processo inflamatório crônico (Roth e Taylor, 1966). Há relatos de endocervicites 
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crônicas em pacientes que nunca gestaram evoluírem com metaplasia óssea no terço 
superior do canal cervical e com infertilidade associada. Após o uso de antibióticos, estes 
fragmentos foram retirados sem recorrência (Lainas et al., 2004). Há outro relato de 
fragmento ósseo devido ao Streptococcus agalactiae. Essa bactéria é resistente à fagocitose  
por macrófagos e suspeita-se que o cálcio liberado na sua apoptose se acumule e, com isto, 
haja formação de osso (Cicinelli et al., 2005). 
                A ossificação dos membros fetais inicia-se no final do período embrionário, ao 
redor da 12ª semana, quando aumenta o suprimento de cálcio e fósforo materno para o feto, 
sendo a clavícula o primeiro osteóide a sofrer ossificação completa. Uma vez que a 
ossificação ocorre no final do período embrionário e a metaplasia óssea do endométrio é 
observada com maior frequência em abortamentos até o primeiro trimestre da gestação, 
especula-se se a afecção não seria oriunda de restos placentários ou embrionários 
calcificados.  Por outro lado, há relatos de metaplasia após gravidez bioquímica, o que pode 
sinalizar a importância que o estímulo hormonal estroprogestacinal teria em estimular 
precursores endometriais a desenvolverem metaplasia.  
  Algumas desordens metabólicas como hipercalcemia, hipervitaminose D, 
hipofosfatemia e hiperparatireoidismo podem ser associadas com o achado de osso no 
interior da cavidade uterina (van den Bosch et al., 2003). Além disso, a estimulação 
prolongada do endométrio por estrogênios sem a contraposição da progesterona também é 
considerada como fator promotor de metaplasia óssea endometrial (Bedaiwy et al., 2001). 
Em nosso estudo, o único desses fatores associados com o achado de metaplasia do 
endométrio dentro da cavidade uterina foi história prévia de abortamento. Por sinal, todas 
pacientes foram questionadas em relação aos outros fatores de risco e não houve nenhum 
relato deles.  
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               Metade das pacientes de nossa casuística referia, no momento do diagnóstico, 
queixas relacionadas com alterações no fluxo menstrual, mais amiúde, de menorragia. Não 
houve queixa de irregularidade menstrual (metrorragia). Há, também, relatos interessantes 
de pacientes que foram surpreendidas com a saída de fragmentos ósseos junto com o fluxo 
catamenial. 
                A dor pélvica esteve presente em 25% das pacientes no momento do diagnóstico, 
sendo que em metade das vezes era do tipo dismenorréia. A infertilidade, que é comumente 
associada nos relatos de casos que versam sobre metaplasia óssea, é um dos achados mais 
prevalentes e foi encontrado em pouco mais de um terço delas (Tabela 2). 
                A metaplasia óssea pode causar infertilidade ao obliterar a cavidade uterina 
dificultando a implantação, ou por efeito inflamatório à semelhança das modificações 
endometriais produzida pelo DIU ou ainda por toxicidade direta das partículas ósseas sobre 
o embrião. Pelo fato de geralmente ser diagnosticada após um abortamento, ela é causa 
mais frequente de infertilidade secundária do que primária (Onderoglu et al., 2008).  
               Muito consistente foi a melhora da sintomatologia após a retirada dos fragmentos, 
sobremaneira, os hemorrágicos e os álgicos. Das nove pacientes que apresentavam pelo 
menos um destes sintomas, somente uma teve melhora parcial, e as restantes relataram 
recuperação total. Uma delas engravidou subsequentemente, mas como para a avaliação 
deste desfecho é necessário um seguimento maior, não podemos aferir o real efeito do 
esvaziamento uterino. Além disso, duas pacientes já estavam numa idade com 
possibilidades menores de gravidez (42 e 46 anos) e outra, desistiu de participar do estudo. 
A história de aborto é universal e não há diferença entre o provocado e o espontâneo. Não 
tivemos nenhum caso de nuliparidade.       
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                A metaplasia óssea cursa, em grande parte, com irregularidade menstrual, dor 
pélvica crônica, dispareunia, corrimento vaginal e infertilidade. Pode ser, ainda, 
assintomática. Há interessantes relatos de pacientes que foram surpreendidas com a saída 
de fragmentos ósseos junto com o fluxo menstrual (Basu et al., 2003; Srofenyoh et al., 
2006).  
                  Em resumo, na nossa casuística, a menorragia foi a queixa mais prevalente, 
ocorrendo em metade das pacientes. Por outro lado, a infertilidade que é comumente citada 
como o sintoma mais prevalente entre os diferentes estudos (Acharia et al., 1993; 
Rodriguez et al., 1993; Bahceci et al., 1996; van den Bosch et al., 2003; Onderoglu et al., 
2008), foi citada por um terço das das pacientes (Tabela 2). Difícil associar todos esses 
casos à metaplasia, já que os fragmentos ósseos podem ser somente simples achados, além 
da possibilidade de outras causas de infertilidade estarem associadas, como descrito por 
Lousquy et al (2009).  
                   Houve uma paciente que, após abortamento provocado, foi submetida à 
laparotomia exploradora e seis cirurgias subseqüentes por complicações sépticas. Outra 
paciente teve gravidez tubária e submeteu-se à salpingectomia unilateral. Esses dois casos 
ilustram situações em que houve prejuízo do processo reprodutivo, sem que a metaplasia 
óssea fosse a causa determinante da infertilidade. Finalmente, o achado menos observado 
em nossas pacientes foi a liberação de ´´pó branco`` ou de ´´pedaços de ossos`` pela vagina, 
como relatado por duas pacientes (Tabela 2). 
                   A formação do osso pode se iniciar por fator local osteogênico que tenha o 
poder de estimular células pluripotentes a se diferenciarem em células osteoblásticas. Além 
do endométrio, existem relatos de metaplasia óssea em pólipos hiperplásicos do estômago, 
no plexo coróide, na mandíbula, nos lipomas, no miocárdio após infarto, nos pólipos nasais, 
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em adenomas hipofisários, nos melanomas, e em vários outros órgãos e glândulas como 
pulmão, rins, parótidas, entre outros locais (Landim et al., 2008). 
Lesões traumáticas também são relatadas como possível fator causal, como no caso 
descrito de uma paciente que se apresentou com metaplasia óssea após uma excisão por 
alça de uma lesão cervical escamosa de alto grau. Após a retirada destes fragmentos ósseos, 
houve recidiva da metaplasia óssea (Bedaiwy et al., 2001).  
 Há relato de dois casos em que houve formação de medula óssea em dois 
espécimes de osso maduro necrótico (Ganem et al., 1962; Basu et al., 2003). Suspeita-se 
que isso ocorra quando o osso fica na cavidade uterina por um longo tempo, suficiente para 
permitir que células hematopoiéticas colonizem o tecido ósseo e iniciem então a formação 
de medula óssea (Basu et al., 2003).   
Achados ósseos em miomas e abscessos não têm origem similar à metaplasia 
discutida aqui. Representam tão somente calcificação e não são constituídas de tecido ósseo 
verdadeiro. A metaplasia verdadeira provavelmente se deve a uma resposta inflamatória 
crônica que pode decorrer de endometrite seguida de interrupção cirúrgica de gravidez com 
retenção ou não de fragmentos de abortamento. Corroborando esta teoria, associação com a 
Chlamydia foi encontrada (Basu et al., 2003).  Por outro lado, a possibilidade de aborto 
precoce sem que se tenha documentado a gravidez é possível. Essa hipótese deve ser 
avaliada naqueles casos em que há uma grande semelhança entre os fragmentos ósseos e 
partes fetais como crânio e fêmur. Em nosso estudo, não houve nenhum caso de paciente 
nuligesta. 
             O tratamento da metaplasia óssea é realizado ou por meio de retirada histeroscópica 
dos fragmentos ósseos ou por curetagem uterina. Com a retirada dos fragmentos ósseos há 
diminuição da secreção local de prostaglandinas e o volume do fluxo menstrual reduz-se 
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em cerca de 50% (Lewis et al., 1990). Além disso, restaura-se a fertilidade, obviamente, se 
não existirem outras afecções concomitantes (Acharia et al., 1993; Rodriguez et al., 1993; 
Bahceci et al., 1996; van den Bosch et al., 2003; Onderoglu et al., 2008).     
              Este cortejo de sintomas e sinais acima descritos decorrem, na sua maioria, da 
endometrite reacional consequente à presença da afecção na cavidade uterina, muito 
semelhante ao ocorrido na mucosa endometrial na presença de um dispositivo intrauterino,  
alterações que também dificultam a nidação do blastocisto, daí este método contraceptivo 
ser considerado abortivo (Basu et al., 2003).  
             O diagnóstico da metaplasia óssea do endométrio pode ser feito por meio de exame 
ultrassonográfico pélvico ou transvaginal que poderá evidenciar área hiperecogênica na 
cavidade uterina (Figuras 3), ou por meio da histeroscopia, pela visibilização de lâmina 
esbranquiçada com aspecto que lembra osso, calcificação ou tecido fibroso (figura 4), ou 
pela própria visibilização direta do fragmento (Figura 5). O melhor momento para 
realização da endoscopia é durante o início da fase proliferativa do ciclo menstrual, ocasião 
em que a menor altura do endométrio facilita a inspeção de toda a cavidade do útero.  
    Um relato de um único caso publicado após o término da coleta de nosso material 
chegou a uma diferente conclusão baseando-se em análise genética diferente da efetuada 
pelo nosso grupo (Tulandi et al, 2008). Eles investigaram tecidos calcificados utilizando 
marcadores de sequência de dinucleotídeos. Esta análise apresenta algumas dificuldades de 
interpretação por eles artificialmente produzirem uma ou duas cópias de fragmentos 
´´fantasmas`` (stutter fragments). Tais fragmentos vêm sendo descritos desde que o sistema 
STR foi evidenciado pela primeira vez. Tipicamente, fragmentos fantasmas podem alcançar 
50% do valor de um alelo verdadeiro. Portanto, interpretações de padrões de mistura de 
tecidos requerem uma ótima compreensão do comportamento desses fragmentos (Clayton 
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et al, 1998). Esse estudo não demonstrou a origem de seus alelos, assim como não publicou 
o eletroferograma. Nossos resultados são baseados em tetranucleotídeos STRs, nos quais a 
taxa de fragmentos fantasmas é menor que 10%.   Como demonstrado nos nossos 
eletroferogramas, os alelos são facilmente reconhecidos e tipificados e comparados com a 
linhagem celular do DNA usada como referência. 
       Baseados em dados epidemiológicos, acreditava-se até então que os fragmentos 
ósseos encontrados na cavidade uterina de pacientes com história prévia de abortamento 
eram determinados pela calcificação dos produtos desse infortúnio obstétrico e somente 
aqueles casos sem a presença desses antecedentes mereciam o diagnóstico de metaplasia. 
Pelo fato da grande maioria das mulheres terem história de perdas gestacionais precoces 
esperava-se que a etiologia advinda de abortamento fosse maioria (Goldberg, 2008), o que 
não ocorreu. Metaplasia óssea encontrada em mulheres nulíparas representavam até então a 
verdadeira forma de metaplasia e os nossos achados quebraram esse paradigma.  
                Uma hipótese possível para justificar essa discrepância seria o fato de que os 
fragmentos realmente advindos de abortamento sofreriam necrose, inviabilizando a coleta 
de DNA. No nosso estudo, em seis mulheres não se conseguiu obtenção de DNA. A causa 
mais provável para esta não captação é a fixação inadequada do osso na lâmina com 
aquecimento excessivo da amostra óssea misturada com o formaldeído provocando 
reagrupamento errôneo das fitas de DNA.  O formol, quando aquecido acima de 65ºC, se 
intercala às fitas de DNA por ligação covalente, tornando impossível a análise 
por PCR.  
                 Os pontos positivos de nosso estudo não se limitam ao interesse científico de 
uma melhor compreensão da etiologia de uma doença, mas também em prover meios de se 
identificar uma gravidez prévia, por meio da identificação de DNA fetal em pacientes com 
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diagnóstico equivocado de infertilidade primária. Isso pode ter importância em estudos 
relacionados à infertilidade e ao próprio seguimento e tratamento desta paciente. 
    O passo seguinte seria investigar as possíveis mutações que determinam a 
transformação do endométrio em tecido ósseo para nos ajudar a compreender melhor os 
intrincados mecanismos responsáveis pela formação do osso.  
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             Baseado nessa pesquisa, conclui-se que os fragmentos ósseos retirados do útero de 
nossas pacientes originaram-se de metaplasia endometrial e não de restos ovulares. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Você está sendo convidada para participar, como voluntária, em uma pesquisa. Após ser 
esclarecida sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste 
documento, que está impresso em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. 
Em caso de recusa você não será penalizada de forma alguma. Em caso de dúvida você pode procurar o 
Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  
 
INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 
 
Título do Projeto 
 Análise etiológica da metaplasia óssea por meio de técnicas de DNA 
Pesquisador Responsável 
 
Raphael Câmara Medeiros Parente 
1 – Introdução: 
Você teve uma doença chamada metaplasia óssea, que significa a presença de restos de material 
ósseo dentro do útero. Não sabemos se teve origem de você mesmo ou de algum aborto que tenha 
ocorrido, você sabendo ou não. Para tentarmos descobrir de onde vieram estes pedaços de ossos, 
solicitamos sua participação nesta pesquisa. 
2- Desenho do estudo e objetivo(s): 
Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste estudo, que visa 
descobrir a origem dos fragmentos ósseos retirados de dentro de seu útero, através do uso do DNA 
(exame usado para teste de paternidade e que tem como nos dizer se eles foram formados de células do 
seu próprio útero ou do tecido de algum aborto que a senhora tenha sofrido, sabendo ou não).  
3- Descrição dos procedimentos: 
a. Após o seu consentimento, os pesquisadores farão análise com técnicas de DNA dos 
fragmentos já retirados de dentro de seu útero. Estes fragmentos devem ser retirados. Eles 
não serão retirados para nossa pesquisa e, sim porque sua presença no interior do útero 
pode provocar sangramento aumentado, dor e dificuldade para engravidar. 
b. Para fazermos o exame de DNA nos fragmentos ósseos, precisaremos colher sangue, com 
o único objetivo de compararmos seu DNA com o DNA do material que foi retirado de 
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dentro de seu útero, para sabermos se realmente eles são originados de seu próprio 
organismo ou se são devidos a algum aborto. Não seria necessário retirar o sangue, se a 
senhora não fizesse parte da pesquisa. Esta retirada de sangue é feita com uma seringa e 
agulha descartáveis com a qual faremos uma punção (picada) com o objetivo de colher o 
sangue. 
c. Deixamos claro que o resultado deste exame de DNA jamais será usado com qualquer 
outro objetivo que não seja o da pesquisa descrita. O sangue e os fragmentos serão 
desprezados após o exame e o resultado obtido será somente se a origem dos fragmentos 
ósseos é de seu próprio organismo ou não. 
4- Descrição dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos: 
O único desconforto é o da punção (picada) já descrita, já que a retirada do pedaço de osso por 
histeroscopia não é feita para a pesquisa, e sim para tratar um problema de saúde seu. Nós somente 
aproveitaremos este pedaço, que precisou ser retirado para o bem de sua saúde, e tentaremos determinar 
sua origem. 
5-  Benefícios para o participante: 
Não há benefício direto para o participante, porém alguns benefícios indiretos podem ser apontados. 
Você estará sabendo o motivo pelo qual aquele pedaço de osso estava dentro de seu útero e, no caso de 
ter sido um aborto que a senhora não sabia, passará a saber deste fato. Outro benefício indireto, consiste 
no fato de que conhecendo a origem da patologia, poderemos prevenir possíveis recidivas (prevenir o 
retorno da doença). 
Somente no final do estudo, poderemos concluir se existe a possibilidade de alcançarmos algum 
benefício direto. 
6- Garantias: 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 
esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr Raphael Câmara Medeiros 
Parente, que pode ser encontrado no endereço da Av. 28 de setembro 77, quinto andar, departamento de 
ginecologia. Telefone 2587-6369. Telefone residencial: 2538-2403. Celular: 9748-0379 (inclusive 
ligações a cobrar). Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em 
contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UERJ, situado no mesmo hospital.  
É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do 
estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição. 
      É garantida a confidencialidade das informações obtidas, pois serão analisadas em conjunto com 
outros pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhuma paciente. O pesquisador se 
compromete a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa. 
      É garantido o direito de ser mantida atualizada sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em 
estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. 
7- Despesas e compensações: 
 Não haverá despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e 
consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir qualquer 
despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 
      Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste 
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituição, bem 
como às indenizações legalmente estabelecidas. 
 
Rio de Janeiro, ___ de _______________ de 2006. 
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 CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO 
 
 
Eu, __________________________________________, RG________________________, 
CPF_______________________, Prontuário nº _____________________________, Matrícula nº 
______________________________, abaixo assinado, concordo em participar do estudo 
_____________________________________________ , como sujeito. Fui devidamente informado e 
esclarecido pelo pesquisador Rafael Câmara Medeiros Parente sobre a pesquisa, os procedimentos nela 
envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me 
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer 
penalidade ou interrupção de meu acompanhamento/ assistência/tratamento.  
 
Rio de Janeiro ____ de __________________ de 2006 
 
Nome e Assinatura do sujeito ou responsável: ____________________________________ 
  
Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do 
sujeito em participar. 
Testemunhas (não ligadas à equipe de pesquisadores): 
Nome: ________________________________ Assinatura: _________________________ 
 
Nome: ________________________________ Assinatura: _________________________ 
 
Genetic Analysis of the Cause of Endometrial
Osseous Metaplasia
Raphael Caˆmara Medeiros Parente, MD, PhD, Marisa Teresinha Patriarca, MD, PhD,
Rodrigo Soares de Moura Neto, PhD, Marco Aure´lio Pinho de Oliveira, MD, PhD,
Ricardo Bassil Lasmar, MD, PhD, Paula de Holanda Mendes, MD, MSc, Paulo Gallo de Sa´, MD, MSc,
Leon Cardeman, MD, Rosane Silva, PhD, and Vilmon de Freitas, MD, PhD
OBJECTIVE: To analyze solitary bone fragments from the
uterine cavity through DNA genotyping, thus elucidating
whether they originate from metaplasia, from previous
abortion, or both.
METHODS: We conducted a case series study on 14
patients, of whom eight yielded bone DNA. The patients
selected had histopathologic diagnoses of bone frag-
ments inside the uterine cavity or previously removed
samples available for analysis. We extracted DNA from
blood and bone fragments. To identify the bone tissue
origin, these materials were genotyped using polymerase
chain reactions for DNA loci. Six mini short tandem
repeat loci frequently used for human tissue identifica-
tion were analyzed using automated sequencing.
RESULTS: Among these eight patients, blood and tissue
samples from the same individual produced exactly the
same pair of alleles for all six loci. This indicated that the
DNA profile was completely the same for the bone
samples and the mother’s blood (95% confidence interval
63–100%), thus confirming that the DNA had the same
origin and that these were cases of metaplasia.
CONCLUSION: In all of the eight cases, bone formation
was caused by osseous metaplasia, because the DNA in
the bone fragment and in the patient’s blood was iden-
tical. Although all of the women had histories of previous
abortion, no difference in DNA was detected in the bone
tissue in any of the cases, as would be expected if
abortion had occurred. This result was completely unex-
pected, differing greatly from what the literature sug-
gests.
(Obstet Gynecol 2009;114:1–1)
LEVEL OF EVIDENCE: III
The presence of bone fragments in the uterinecavity is an uncommon finding and is generally
associated with a previous history of abortion.1 The
cause is unknown, but fetal remnants and osseous
metaplasia in the endometrial tissue are candidates.
Although all cases of bone fragments found in the
uterine cavity are generically called osseous metapla-
sia, they can only be conceptually and etymologically
classified thus if they were produced by the woman
herself, considering that metaplasia consists of the
transformation of adult tissue into another type of
tissue.
Although the incidence of osseous metaplasia is
not fully known, it has been estimated that it accounts
for 0.15% of the cases referred to hysteroscopy clinics.
Because such patients already present abnormal find-
ings from screening tests, the incidence is certainly
much lower than has previously been described.2
There is controversy regarding the cause and
pathogenesis of both osseous metaplasia and bone
fragment retention, but associations with previous
abortion are frequently found. More than 80% of
these cases occur after obstetric events.3 Some authors
have claimed that it is due to fetal remnants,3 whereas
others have stated that it is true metaplasia.4
Within this context, we proposed to use DNA
analysis techniques to differentiate true osseous meta-
plasia, which would have the same DNA as in blood
samples taken from the woman. On the other hand, if
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the material were the remains from an abortion, the
DNA would be different.
MATERIALS AND METHODS
After obtaining institutional review board approval
from the State University of Rio de Janeiro, we
reviewed the records of all patients with confirmed
endometrial osseous metaplasia at the authors’ in-
stitutions from May 1990 to July 2005, and we
collected new cases of diagnosed endometrial osse-
ous metaplasia.
We conducted a case series study on patients with
a histopathologic diagnosis of bone fragments inside
the uterine cavity. Cases in which only the presence
of calcium salts was observed were rejected. This
study encompassed 14 patients, among whom we
were able to collect bone DNA and blood samples
from eight individuals. We were able to contact eight
patients of the 12 records of cases before starting to
collect cases prospectively. Of these, all agreed to
participate in the study, granted access to the material
stored in the pathology laboratory (slides and paraffin
blocks), and allowed blood to be collected for com-
parison with the bone DNA. We were only able to
extract DNA in quantities sufficient to enable com-
parative analysis with the blood samples in two of
these cases. In addition to these two cases, we ob-
tained a further six cases prospectively, which were
included between August 2005 and July 2008. We
successfully extracted bone DNA and took blood
samples from all of these six patients.
In all cases, the bone fragment was totally re-
moved by means of hysteroscopy. Immediate analysis
of the bone DNA only took place in the prospective
cases. This produced a greater quantity of DNA for
analysis and less degradation of the DNA. Such
degradation could occur when DNA is stored at
inappropriate temperatures and when it is exposed to
certain substances like formol. Situations of this na-
ture may have impeded the possibility of analysis in
the six retrospective cases. Thus, in these six cases, we
were unable to reach a conclusion regarding the
origin of the fragment. Hence, the material studied
came from two sources. Firstly, there were cases in
which bone fragments had previously been removed
from the uterine cavity and were already available in
the pathology laboratory. Secondly, there were new
cases that were diagnosed by means of hysteroscopy.
Bone samples for DNA investigation were separated
before histopathologic analysis. All the samples were
confirmed to be bones (Fig. 1) by histopathologic
analysis. These cases were analyzed by means of
DNA techniques, with the aim of verifying the origin
of the bone fragments found.
Blood samples were collected, and DNA was
prepared by means of salting-out extraction. The
retrospective bone fragments had previously been
stored in paraffin blocks. On the other hand, after
removal from the uterus by means of hysteroscopy,
the new bone fragments immediately underwent me-
chanical cleaning of all non-bone material present on
the surface, using gauzes and saline solution. The new
bone fragments, of average size 2 cm by 2 cm, were
then preserved at 4°C and transported to the labora-
tory for DNA extraction.
Briefly, the bones were fragmented and incu-
bated at 55°C in a buffer in the presence of 200
micrograms/mL of proteinase K. After 2 hours, an
equal volume of phenol:chloroform was added, and
the mixture was centrifuged at 500g. The DNA from
the aqueous phase was isolated using magnetic resin
(DNAiQ, Promega Corporation, Madison, WI). We
quantified DNA using the QUBIT Fluorometer (In-
vitrogen Corp., Sao Paulo, Brazil). Six mini short
tandem repeat (miniSTR) loci were amplified:
D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434
and D22S1045. These systems produce reduced-size
polymerase chain reaction (PCR) products commonly
used in cases of degraded DNA samples. The primer
sequences and PCR conditions have been described
elsewhere.5 Reaction mixtures (10 microliters) for
PCR were prepared in Ampli Taq Gold buffer (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA), containing 1.5
mmol/L of MgCl2, 200 micromols/L of each de-
Fig. 1. Bone tissue (hematoxylin–eosin stain, 400, origi-
nal magnification).
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oxynucleotide triphosphate, 1 micromol/L of primer,
1 ng of DNA, and 1 unit of AmpliTaq Gold DNA
polymerase. The PCR procedure was performed us-
ing the GeneAmp 9700 (Applied Biosystems), as
follows: 95°C for 10 minutes, 28 cycles at 94°C for 1
minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 1 minute and a
final extension of 60°C for 45 minutes. The PCR
products were analyzed by means of capillary elec-
trophoresis using automated sequencing (3130 Ge-
netic Analyzer, Applied Biosystems), with the Gen-
eMapper ID V.3.2 for allele calling (Applied
Biosystems).
We obtained DNA both from blood samples
from the patients and from the bone fragments found
in the uterine cavity. This would make it possible,
through genetic analysis, to conclude whether the
fragments contained the woman’s own DNA (cases of
true metaplasia) or whether they contained other
DNA (fetal remains).
We calculated the 95% confidence intervals for
the estimated proportions, with binomial exact prob-
ability, using the R package (R Development Core
Team (2008). R: a language and environment for
statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. ISBN 3–900051–07–0,
URL http://www.R-project.org).
RESULTS
We studied 14 patients with intrauterine bone forma-
tion. In eight cases, we were successful in extracting
DNA. The DNA concentration was determined using
the QUBIT Fluorometer (Invitrogen Corp.), and it
ranged from 9.7 to 156 pg/microliter. Figure 2 pre-
sents the analysis on sample 1, which represents
quality of results seen for all of the samples. No
mixture profiles were observed because the sensitivity
of the mini short tandem repeats system was 10 pg/
microliter for 100% of amplification.5 For all of these
patients, samples from the same woman (blood and
intrauterine bone) produced exactly the same pair of
alleles for all six loci. This indicated that the DNA
profile was completely the same for the bone samples
and the mother’s blood (95% confidence interval 63–
100%), thus confirming that the DNA had the same
origin and that these were cases of metaplasia.
The impossibility of DNA extraction in some of
the retrospective cases was probably due to differ-
ences in the processing and storage techniques for the
bone material in the pathology laboratories, such as
excessive heating, considering that all of the bone
samples contained sufficient quantity of tissue for
adequate analysis.
The mean age of the patients in our study was
40.4 years. The bone fragment was discovered be-
tween 4 months and 40 years after the end of the
pregnancy. The most frequent complaint before hys-
teroscopy was menorrhagia (50%), followed by infer-
tility (43%). The demographic data on the cases
studied and data relating to obstetric history and the
removal and analysis of the bone fragments are
presented in Tables 1 and 2. We have also assessed
the DNA profile from two available husbands to
compare them with the DNA profile from the uterine
bones. We can confirm that the uterine material did
not present any contribution from the paternal allele,
and thus the hypothesis that the findings were of fetal
material has to be rejected (Table 3 and Fig. 3).
DISCUSSION
Fluorescent short tandem repeat markers are well
known and have been widely used for human identi-
fication over the past 15 years. These markers are
located at different chromosome loci, as described by
their names, and are characterized by high polymor-
phism, ie, each locus may have more than two alleles
(8 alleles in the case of D1S1677) in the human
population. It means that their use is far better than
using the biallelic system, such as single nucleotide
polymorphism. In this way, each individual in the
human population has distinct DNA typing, genetic
profiling or DNA fingerprinting, based on these
markers. The use of six mini short tandem repeat
Fig. 2. Electropherogram of six
mini short tandem repeat profiles
(D1S1677, D2S441, D4S2364,
D10S1248, D14S1434, and
D22S1045), obtained with Gene
Mapper ID V.4 software (Applied
Biosystems). A. Control DNA cell
line 9947A. B. Blood DNA sample
from case 1. C. Bone DNA sample
from case 1.
Parente. Cause of Uterine Osseous
Metaplasia. Obstet Gynecol 2009.
VOL. 114, NO. 5, NOVEMBER 2009 Parente et al Cause of Uterine Osseous Metaplasia 3
F2
AQ: 4
T1-2
T3,F3
balt5/z82-ong/z82-ong/z8201109/z824918-09z xppws S1 9/8/09 13:17 4/Color Figure(s): F1-3 Art: AOG201047 Input-1st , 2nd n
markers gives a combined power of discrimination of
0.999995, meaning at least 1 in 100,000 individuals.
This is the reason for our success, through choosing to
use microsatellites or short tandem repeat markers.
One of our major concerns was the possibility of
maternal DNA contamination. Two observations lead
us to believe that our results are correct. There is a big
difference between hard bone tissue and endometrial
soft tissue. Considering the contamination issue, a
mixture of DNA profiles would be observed in the
analysis, but this was not the case. The sensitivity of
PCR amplification with the mini short tandem repeat
system is 10 pg/microliter. Any possible cross-con-
tamination would not be amplifiable, because it
would be below the detection limit.
Although all of the women had histories of pre-
vious abortion (up to the third month), no difference
in DNA was detected in the bone tissue in any of the
cases. Differences would have been expected if abor-
tion had occurred. This result was completely unex-
pected, because it is very different from the propor-
tions suggested by the literature. These findings
reinforce the theory proposed by some authors that,
until the third month of gestation, fetal bone forma-
tion is not expected.6
Among the theories most accepted for determin-
ing the origin of osseous metaplasia are dystrophic
calcification and ossification of residual fetal tissue
after abortion and the presence of totipotent cells in
the endometrium with the capacity to transform into
tissues like bone and cartilage.7
Another theory involves chronic endometritis
that would stimulate metaplasia of the endometrial
stromal cells to cartilaginous or bone tissue, in re-
Table 2. Abortion Characteristics and DNA Extraction
Case Type of Abortion Abortion Technique
Hysteroscopic
Bone Removal Yield
1 Induced Curettage Operating room 300 pg
2 Tubal Laparotomy Operating room 4.1 micrograms
3 Induced Curettage Office 3.5 micrograms
4 Induced Curettage Office 4.6 micrograms
5 Spontaneous Curettage Office 154 ng
6 Induced Curettage Office 150 pg
7 Spontaneous Spontaneous Operating room 150 pg
8 Spontaneous Curettage Operating room 678 ng
9 Spontaneous Spontaneous Operating room 150 pg
10 Spontaneous Curettage Office 1.74 ng
11 Spontaneous Curettage Operating room 15.3 ng
12 Induced Curettage Operating room 3 ng
13 Induced Curettage Operating room 26.1 ng
14 Spontaneous Spontaneous Operating room 150 pg
Table 1. Baseline Characteristics
Case Age (y) Pregnancies (n) Parity (n)
Time Since Last
Abortion (y)
Time Between Bone Extraction
and DNA Analysis (mo)
1 39 1 0 10 0
2 30 1 0 3 0
3 54 8 5 16 0
4 46 1 0 24 24
5 28 1 0 1 0
6 42 6 5 10 0
7 28 2 1 10 48
8 37 3 2 12 0
9 29 3 0 2 24
10 47 6 3 19 84
11 53 5 1 40 84
12 60 3 2 26 60
13 20 1 0 2 12
14 67 4 1 40 84
Median (range) 40.5 (20–67) 3 (1–8) 1 (0–5) 11 (1–40) 18 (1–84)
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sponse to the chronic inflammatory process.8 One
report describes cases of chronic endocervicitis in
patients who had never conceived. These patients
evolved with bone metaplasia in the upper third of
the cervical canal, and their condition was associated
with infertility. After using antibiotics, the bone frag-
ments were removed without recurrence.6 Some met-
abolic changes may also be associated with osseous
metaplasia, such as hypercalcemia, hypervitaminosis
D, hypophosphatemia and hyperparathyroidism.4
Prolonged estrogen stimulation on the endometrium
has also been put forward as a possible cause of
uterine osseous metaplasia.9 In our study, the only
common association among all the patients was their
previous histories of abortion. There was no other
factor that could have been associated as a cause of
osseous metaplasia.
Traumatic lesions may also be indicated as pos-
sible agents, as in a case of recurrent osseous meta-
plasia described in a patient who underwent loop
electrosurgical excision on a high-grade lesion of the
uterine cervix.10 There are reports on two cases in
which necrotic mature bone with bone marrow for-
mation was found.11,12 It was thought that this oc-
curred because the bone fragments remained in the
uterine cavity for long enough to allow hematopoietic
stem cells to colonize the bone tissue, thus enabling
the start of bone marrow formation.11
Osseous metaplasia findings in nulliparous pa-
tients probably represent the true form of the meta-
plasia. Such findings are probably due to a response
to chronic inflammatory damage, for example endo-
metritis after a surgical termination of pregnancy,
with or without fetal bone retention. Corroborating
this, an association with Chlamydia has been seen.11
However, the possibility of early aborting of an
incipient pregnancy, of which the patient was un-
aware, cannot be ruled out as a cause. In some cases,
this hypothesis is very strong because the bone frag-
ments show great resemblance to the bones of a fetal
cranium or femur.13 In our study, there were no cases
of patients who had never been pregnant.
It is important to differentiate between true osse-
ous metaplasia (which represents bone tissue external
to the skeleton) and abnormal calcification. The latter,
which is radiologically indistinguishable from normal
bone, has different histogenesis and histology, for
example metastatic calcification. Clinically, there are
Table 3. Genetic Profile of Two Cases Where Woman, Blood and Bone, and Husband Buccal Cells Were
Analyzed With Six Mini Short Tandem Repeat Loci
Locus
Case 1 Case 2
Woman
(Blood)
Woman
(Bone)
Husband
(Buccal Cells)
Woman
(Blood)
Woman
(Bone)
Husband
(Buccal Cells)
D1S1677 14/15 14/15 12/13 14/15 14/15 14/14
D2S441 8/10 8/10 11/14 10/15 10/15 14/14
D4S2364 10/10 10/10 8/9 8/8 8/8 9/9
D10S1248 14/14 14/14 12/13 13/14 13/14 13/13
D14S1434 14/14 14/14 13/14 10/14 10/14 10/13
D22S1045 11/16 11/16 16/16 15/15 15/15 11/11
Fig. 3. Electropherogram of six
mini short tandem repeat profiles
(D1S1677, D2S441, D10S1248,
D14S1434 and D22S1045) ana-
lyzed with the software Gene
Mapper ID V.3.2 (Applied Biosys-
tems) from one trio case. A.
Woman DNA blood sample. B.
Bone DNA sample. C. Husband
DNA blood sample.
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reports of osseous metaplasia beyond the endome-
trium, at the following types of site, among others:
basal cell carcinoma, tympanum, gastric hyperplas-
tic polyps, choroid plexus, mandible, lipoma, myo-
cardial ischemia, nasal polyps, hypophyseal ade-
noma, melanoma, colonic adenoma, lungs, kidneys,
labyrinth, aorta, parotid gland of breast, and abdom-
inal wall.14
It was believed that abortion remains would
occur only in cases in which there was a previous
history of aborting and that cases of metaplasia would
occur only in patients without a previous history of
aborting. Because the great majority of women have a
previous history of aborting,15 it was expected that the
cause relating to occurrences of abortion would ac-
count for most of the cases, which did not happen in
our study. One unlikely hypothesis for explaining
these very discrepant numbers would be that the
cases resulting from abortion would undergo necrosis,
thereby making it impossible to collect DNA. In our
study, we were unable to obtain DNA from six
women. However, the most likely reason for failing to
obtain DNA was inadequate fixing of the bone mate-
rial on the slide, with excessive heating of the bone
sample mixed with the formaldehyde, thereby caus-
ing erroneous regrouping of the DNA strands.
Previous results had led to different conclusions,
based on a specific set of DNA markers. One study
investigated calcified tissue using dinucleotide repeat
markers.1 These sets of DNA repeats present some
difficulty regarding interpretation, because they arti-
ficially produce stutter fragments of one or two re-
peats. Stutter products have been reported in the
literature ever since short tandem repeats were first
described. Typically, stutter fragments can reach 50%
of the value of a true allele. Thus, mixture interpreta-
tion requires a good understanding of the behavior of
stutter products in single-source samples.16 The
above-mentioned study1 did not demonstrate the or-
igin of their alleles or publish the electropherogram,
and it comprised only one case. Our results are based
on tetranucleotide short tandem repeats, with stutter
fragment rate of less than 10%. As can be seen, the
alleles are easily recognized and typed, by compari-
son with reference cell line DNA.
The positive points in our study lie not only in the
scientific interest in searching for the unknown cause
of a disease, but also in providing a means for
diagnosing occurrences of previous pregnancy in
cases of suspected primary infertility, in cases in
which the remains of pregnancy can be confirmed.
This may have importance in studies on infertility.
One further step following the results from this study
would be to investigate the mutations that determine
the transformation of the endometrium into bone.
This might lead to better understanding of the intri-
cate mechanisms of bone tissue formation.
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